Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ£en des brevets 



© Veroffentlichungsnummen 



0 325 970 

A1 



® EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 89100611.6 © Int CIA C07H 21/00 

@ Anmeldetag: 14.01.89 



© Pnoritat 23.01.88 DE 3801987 


© Anmelder: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 




Sandhofer Strasse 116 


© VerSffentilchungstag der Anmeldung: 


O-6800 Mannheim 31 (DE) 


02.08.89 Patentbiatt 89/31 


© Erfinder: Sellger, Heinz Hartmut, Prof. Dr. 


© Benannle Vertragsstaaten: 


Hasenwegl 


AT BE CH DE ES FRGBGR IT U LU NL SE 


D-7915 Elchingen-Thalflngen(DE) 




Erfinder Groeger, Gabrieie 




Elchinger Strasse 6 




D-7915 Elchingenl(DE) 



© Tracer zur enzymatischen Oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von Nuklelns&uren 
Oder NuHeins&urefragmenten an Festphasen. 



© Die Erflndung betrifft Triger zur enzymatischen Oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von 
Nuklefnsauren Oder Nukieinsiurefragmenten an Festphasen bestehend aus einem unldslichen, nicht quellbaren, 
porosen Polymeren, an das ein Oder mehrere eventuell mrt in der NukleinsSurechemie Qblichen Schutzgruppen 
versehene NukleinsSuren Oder NukleinsSurefragmente fixiert sind, wobel die Poren des Polymeren im wesentli- 
chen sine definlerte Gr50e zwischen 1400 und 10000 A besitzen, sowie die Verwendung solcher TrSger bei 
chemischen oder/und enzymatischen Umsetzungen von Nukleinsa*uren oder NukleinsSurefragmenten an fester 
Phase. 
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Trdger zur enzymatischen Oder chemlschen und enzymatischen Umsetzung von NuWelnsauren Oder 

Kukfelnz&urefragmenten an Festphasen 



Die Erfindung betrifft unlosliche, polymere TrSger zur enzymatischen Oder chemlschen und enzymati- 
schen Umsetzung von Nukteins3uren Oder NuklefnsSurefragmenten an Festphasen. 

FUr die geziefte Synthase von NuklelnsSuren warden im allgemeinen NuWeinsaurefragmente. d. h. 
BruchstQcke ganzer NukleinsSuren, Oligomere bzw. Monomere mittels einer Kombination chemischer und 

5 enzymatlscher Reaktionen miteinander verknQpft So kfinnen z. B. zum Aufbau von DeoxyribonukieinsSure 
(DMA) OiigodeoxyribonukJeotidfragmente von ca 15 - 60 Bnheften KettenlMnge chemisch synthetisiert und 
diese dann nach Phosphorylierung am 5-Ende gemischt und in enzymkatalysierter Reaktion mittels DNA* 
Ligase zu doppelstrflngiger NuldeinsSure zusammengefQgt werden, wobei die rfchtige Positionierung der 
einzelnen Fragmente durch gegenseltige Watson-Crick-Basenpaarung aufgrund der Hybridislerung und 

w somrt zumindest teilweise Oberlappung der Fragmente enreicht wird. Chemisch synthetisierte oder in 
enzymkatalysierter Reaktion gewonnene Ollgoribonukleotide lassen sich entsprechend mit RNA-ligase zu 
RibonuWeinsMure (RNA) verknQpfen. Analog k&nnen auch Nuldeinsauren, die sowohl DNA- aJs auch RNA- 
Fragmente enthalten als Enzelstrang erhalten werden. 

Im fblgenden werden unter NukteinsMuren afle mdgiichen Arten und Fonmen von Nukieinsluren 

73 verstanden. Es konnen sowohl DeoxyribonukleinsMuren als auch Rlbonuklelnsauren und auch gemischte 
Poiynukleotide sein, die sowohl aus Monomeren von DeoxyribonukielnsSuren und aus Monomeren von 
RibonukleinsSuren bestehen. Weiter kdnnen die NuWelnsSuren als Bnzel-oder Doppelstrang vorllegen. 

Teile Oder Fragmente von Nukleinsauren kdnnen sowohl Monomere, wie Nukieoside Oder Nukleotide, 
sein als auch Oligomers aus 2 - 100 Monomereinheiten, und auch griJflere Polymere mit mehreren hundert 

20 Monomereinheiten sind mdgDch. 

Fur die enzymkatalysierte VerknQpfung von NukleinsSurefragmenten hat es sich als vorteilhaft erwiesen, 
wenn eines der Fragmente an einen polymeren unldsiichen Tr3ger gebunden ist So berichteten Cozzareili 
et aL in Blochem. Biophys. Res. Comm. 28, 578 - 588 (1967) Qber die VerknQpfung von DNA-Fragmenten 
mittels einer DNA-Ligase, wobei eines der Fragmente an Cellulose gebunden Ist 

25 T. M. Jovin & A. Kornberg beschrieben In J. Biol. Cham. 243, 250 -259 (1968) den Qnsatz eines an 
Ceilulose-Partikel gebundenen Oligomers von Deoxyribothymidin als Primer und Matrize fOr DNA-Polymera- 
se. 

U. Bertazzoni et aL, Biochim. Biophys. Acta 240, 515 - 521 (1971) berichteten Qber die KettenverlSnge- 
rung von kovalent an Cellulose gebundenen Ollgodeoxyribonukieotiden mittels terminaler 

so DeoxyribonuWeotidyl-Transferase. 

A. Panet & H. Q. Khorana, J. Biol. Chem. 248, 5213 - 5221 (1974) banden Polydeoxyribothymidin an 
Cellulose und verlingerten diese trMgergebundene NukleinsSure mittels Ugase urn eln werteres DNA- 
Fragment Mit denrrso dargestellten cellulosegebundenen Polynukleotid und einem kurzen Primer wurde mit 
DNA-Polymerase ein Teil des Polynukleotids repllziert 

3$ Die Vorteile des Einsatzes immobilisierter Nukleins§urefragmente fQr den enzymatischen NuWeinsSure- 
aufbau sowie ganz ailgemein fQr deren enzymatische Umsetzung werden vor allem in der lelchten 
Abtrennung des immobilisierten Reaktionsprodukts von den Gbrigen fQr die Reaktion benotigten und 
wShrend der Reaktion entstandenen Stoffe gesehen. Aufgrund dieser einfachen Moglichkeit zur Isolierung 
eines gewQnschten Reaktionsprodukts kann auch durch Anwendung von OberschGssen an Enzym und/oder 

40 nicht immobllisiertem Substrat elne Verschiebung des Gleichgewichts zu hoheren Ausbeuten an immoblli- 
siertem Reaktionsprodukt, z. B. an kettenveriangertem Produkt enreicht werden, ohne die anschliefiende 
Aufreinigung dadurch wesentlich zu erschweren. 

WShrend Gele, wie quellbare un(5sliche Polysaccharide, geeignete TrSger fQr die enzymkatalysierte 
Umsetzung immobilisierter NukleinsMuren oder NukleinsMurefragmente sind, hat es sich aber gezeigt, da/3 

45 sich solche Matertaiien nur schlecht eignen, urn NuWeinsMuren mit chemlschen Methoden an polymeren 
unldsiichen Tragem aufzubauen oder zu verandem. 

So mQssen z. B. bet der chemlschen Synthese von NukleinsSuren, die Qblicherweise von entsprechen- 
den Monom ren, wie Nukieosiden oder Nukleotiden ausgeht, Qblicherweise Zykien durchlaufen werden, die 
im wesentiichen aus den Schrltten: Aktivierung des zu verlangernden NukleinsMureteiis, eventuelie Isolie- 

so rung des Produkts, Zugabe und Ankondensation eines neuen Nukleosids oder Nukleotids und Isolierung 
des Produkts bestehen. 

Die teilweise oder vollst&ndlge Automatisierung solcher chemischer Verfahren zum Aufbau von Nuklein- 
sauren geiang nach Enftihrung der Festphasenmethoden, wobei die zu verlangernden NuklelnsSurefrag- 
mente an unlosliche TrMger fbdert sind. Die (mmobilisierung des "wachsenden" NukleinsMureteils ermog- 
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licht so dl jeweilige Reinlgung des gewGnschten Reaktionsproduktes durch einfaches Waschen der festen 
Phase. LSsliche Reaktionspartner werden mit der Festphase in Kontakt gebracht und nach Beendigung der 
Reaktion durch Waschen entfemt 

R. Frank et al„ Nucl. Acids Res. IT, 4365 - 4377 (1983) beschrieben den Bnsatz von Cellulose in Form 

5 von PapierblSttchen ("disks") als feste Phase fl)r die chemische Synthese. von kurzen DNA-Fragmenten. 
Papier. Cellulose und generel! alie Polysaccharide haben aber den grundsStzilchen Nachteil, dad alle nicht 
fUr die Rxierung der NukieinsSure oder NukleinsSurefragmente ben5tigten reakth/en Gruppen, wie Hydrox- 
ylreste, biockiert werden mOssen, damit keine StSrung der Synthesezylden erfolgt. Bne vollstSndige 
Blockierung alter nicht als Nukteotidanker bendtigten reaktiven Gruppen von als Tragermaterialien verwen- 

io deten Polysacchariden ist jedoch unmSglich, urn so mehr als bet vielmaliger Wiederhofung der Reaktions- 
zyklen sich oft die makroskopische Sbruktur solcher festen quellfShigen TrSger, z. B. durch Ausbitdung von 
Rissen, Sndert und so vomer unzugSngiiche reaktive Gruppen dann fQr Reaktanden zugSnglich werden und 
zu Storungen des Reaktionsablaufs Oder zu Nebenreaktionen fOhren kdnnen. Speziell bel Verwendung von 
Papier als TrSgermateriai fOr die chemische Synthase von NukleinsSuren kann so eine gro/Je Zahl von 

is Fehlsequenzen auftreten. Die mangelnde mechanische Stabiiitat von Papier bei ISngerer Chemikaiienbean- 
spruchung bringt auBerdem Schwferigkeiten in der maschinellen Synthase mit sich, weswegen bisher 
Sequenzen von mehr ale 20 - 25 Basen so nicht dargestelit werden. 

Bei quellbaren TrSgem kdnnen je nach Reaktionsmedium durch Quellung bzw. Entquellung des 
Materials betrSchtliche Wasch-und Reaktionszelten auftreten. Auflerdem kann es zu Diffusionsproblemen 

zo kommen. Wegen dieser Nachteile werden Qblicherweise nicht quellbare TrSger fUr die chemische Umset- 
zung insbesondere die Synthese von Nukleinsauren oder NukleinsSurefragmenten eingesetzt En ge- 
brSuchliches Material hlerfQr ist Sillcagel. 

Silicagel ist ein oft eingesetzter unlBslicher TrSger fQr den chemischen Aufbau von Nukleinsauren. 
Dieses Material besitzt eine breite Verteilung verschiedener PorengrGflen und eine unregelmS/Jige Poren- 

25 struktur. 

FQr die Synthese doppelstrSngiger DNA unter Verwendung sowohi chemischer als auch enzymatischer 
Reaktionsschritte wurden von 2. Hostomsky & J. Smrt in Nucleic Acids Research Symp. Ser. 18, 241- 244 
(1987) Fractosil 1000®, ein SiOcagel mit einer PorengrS/te von 1000 A und Sephacryl-500®, ein durch 
dreidimensionale Vemetzung von linearen Dextran-Ketten mit N,N'-Methylen-bis(acrylamld) erhSltliches, 
30 hydrophiles, gelbildendes, d. h. quellbares Material auf ihre Eignung als TrSgermateriallen miteinander 
verglichen. Es wurde dabei festgesteift, dad das nicht queltbare Silicagel im Gegensatz zu dem gelbilden- 
den TrSger die enzymatlschen Reaktionen, Ugierung bzw. Freisetzung der fertlgen Nukleinsaure vom 
Tragermateriai teilweise bzw. voilstSndig inhibierte. 

Nach wie vor bestand deshalb bis heute Bedarf an TrSgermateriai fOr den kombinierten Bnsatz 
as chemischer und enzymatischer Methoden zur Umsetzung von NukleinsSuren oder NukleinsSurefragmenten 
an unlSsllchem, polymeren TrSgermateriai, das fUr chemische Reaktlonen die Nachteile quellbarer TrSger 
vermeidet und vorteilhaft fQr enzymatische Reaktionen eingesetzt werden kann. 

Die Aufgabe der Erfindung war es, geeignete TrSger fQr die enzymatische oder chemische und 
enzymatische Umsetzung von NukleinsSuren oder Nukleinsaurefragmenten an Festphasen bereitzustellen, 
40 die die vorstehenden Anforderungen erfOilen. 

Gelttst wird diese Aufgabe durch die In den AnsprQchen charakterisierte Erfindung. 

Der erfindungsgemSlle TrSger zur chemischen und enzymatischen Umsetzung von NukleinsSuren oder 
Nukleinsaurefragmenten besteht aus einem unlSsiichen, nicht oder nicht wesentlich quellbaren, porQsen 
Polymeren, an das die zur Reaktion zu bringenden NukleinsSuren oder Teile von Nukleinsauren eventuell 
45 mit in der NukieinsSurechemie Qblichen Schutzgruppen versehen, fixiert sind, wobei die Poren des 
Polymeren im wesentlichen eine definierte GroBe innerhalb eines bestimmten Bereiches aufweisen. Die 
Poren mGssen einerseits so gro/3 sein, daB Enzyme im wesentlichen ungehtnderten Zugang zu den zur 
Reaktion zu bringenden fbderten NukleinsSuren oder Teiien von NukleinsSuren haben. Andererseits mQssen 
die Poren so fdein sein, da£ der TrSger eine gro0e OberflSche aufweist, die viele Reaktionsstellen anbietet, 
so urn so mit mdgllchst wenig TrSgenmaterial moglichst viele NuWelnsSure-MolekOle umsetzen zu kdnnen. In 
dlesem Slnne haben sich TrSger als bevorzugt erwiesen, die Poren einer definierten Gr5Be zwischen 1400 
und 10000 A besitzen. Bevorzugt sind solche Poly mere, deren Poren im wesentlichen definierte GrSBen 
zwischen 2000 und 5000 A. insbesondere zwischen mehr als 2500 und 5000 A aufweisen, wobei unter 
"definiert" eine maximale Abweichung von * 10 % vom angegebenen Wert verstanden wird. 
55 Oberraschenderweise hat sich gezeigt dafl solche Polymer©, die diese PorengrSflenbedingungen 
erfOilen und die von ihrer Zusammensetzung her gegenUber den fQr di chemische und enzymatische 
Umsetzung von NukleinsSuren rforderlichen Agenzien resistent sind, sich gut fQr sowohi chemische als 
auch enzymatische Reaktionen, wi z. B. solche fOr die Synthese von NukleinsSuren eignen, die manuell 
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Oder automatisch durchgeftihrt werden konnen. Insbesondere wenn es sich bei dem Tragerpolymeren um 
ein Material hand It, das wassrige Losungen, insbesondere Pufferlosung n, ais Medien fQr Enzymreaktio- 
nen nicht aus den Hohlraumen ausschlieflt, laufen enzymatische Reaktionen, wie Ugierungen mit Ligasen 
Oder Abspaltungen von Nukleinsauren oder Nukieinsaurefragmenten, z. B. mit Restriktionsenzymen, schnell 
5 und voilstandig ab. 

Ats bevorzugte Tragerpolymere werden anorganische Materialien, insbesondere solche, die im wesentii- 
chen aus Silicium-und Sauerstoffatomen aufgebaut sind, eingesetzt 

Ganz besonders geeignet hat sich fOr chemische und insbesondere auch fUr enzymatische Umsetzun- 
gen von Nukleinsauren oder Nukieinsaurefragmenten Glas mit einer kontrollierten Porengrdfle von etwa 
10 3000 A erwiesen. 

Die Art des polymeren Tragermaterials ist ausschlaggebend fOr die vorteilhafte Gnsatzmogfichkeit des 
erfindungsgemaflen TrMgers fUr den komblnierten Bnsatz chemischer und enzymatischer Methoden zur 
Umsetzung von Nukleinsauren oder Nukieinsaurefragmenten. So ist es z. B. nicht nGtig, nach Abschlufl 
einer chemischen Synthese von Nukleinsaureketten diese von der hierfGr verwendeten festen Phase 
is abzutrennen und fQr die enzymatische KettenverlSngerung ein anderes Tnlgermaterial zu wlhlen. Veriu- 
streiche Abtrenn- und Ankopplungsreaktionen kSnnen mit dem erfindungsgemaflen Tracer vermieden 
werden. Ganz besonders fQr enzymatische Umsetzungen ist der erfindungsgemafie TrSger hervorragend 
geeignet 

Die immobiiisierten Nukleinsauren oder NukleinsMurefragmente konnen auf die unterschiedlichste Art 

20 und Weise an das Tnlgermaterial fixiert sein. Besonders vorteilhaft ist es Jedoch, wenn der Trager zur 
Festphasensynthese von NukieinsMuren die eventuetl mit in der Nukleinsaurechemie Qbiichen Schutzgrup- 
pen versehenen NukleinsSurefragmente kovaient an das unlosliche, nicht queiibare. porSse Polymere 
gebunden enMIt FQr die chemische Synthese von NukieinsSuren geht man dabei in bekannter Weise 
meist von eventuell geschQtzten Monomeren entsprechender Nukleinsauren aus, es konnen aber auch 

25 Oiigomere eingesetzt werden. Bei der enzymatischen Umsetzung sind oft grotfere NukleinsSurefragmente 
an das polymere Tnlgermaterial gebunden. Die enzymatische Umsetzung von kleinen Nukieinsaurefrag- 
menten ist aber natOriich oft genauso mdgiich. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemiJSen Tragers sind die Nukleinsaurefragmente 
Qber einen Spacer an das Polymer gebunden. Als Spacer kommen eine Vielzahl von Substanzen In 

30 Betracht, die von dem Fachmann je nach den zur Frage stehenden Umsetzungen ausgewahlt werden 
kdnnen. Gesichtspunkte fQr eine solche Waht sind insbesondere die Stability gegenOber den jeweils 
gewahlten Reaktionsbedingungen bei sowohl den chemischen als auch den enzymatischen Umsetzungen. 
Ganz besonders vorteilhaft hat es sich innerhalb der Methoden der chemischen NukleinsSuresynthese fUr 
die heutzutage vorherrschende Phosphitmethode erwiesen, wenn die zur Reaktfon zu bringende eventuell 

35 mit in der Nukleinsaurechemie Qbiichen Schutzgruppen versehene Nukleinsaure oder der Teil einer 
Nukleinsaure mit einem Aminopropylsilyl-Spacer 

(-Si-(CH 2 ) 3 -NH-) 

40 

an das Tnlgermaterial gebunden ist Speziell TrSger der allgemelnen Formel I 

OR 0 0 

i • \t 

45 Polymer-0-Si-CH 2 -CH2-CH2-NH-C-CH 2 -CH2-C-0-Nukl. (I) 

OR' 

in der 

so Polymer ein Glas mit einer kontrollierten PorengnSfle zwischen mehr als 2500 und 5000 A, bevorzugt von 
etwa 3000 A, 

R und R\ die gleich oder verschieden sein kejnnen. Ct-Cs-Alkyl oder Polymer, und 
Nukl. eine eventuell mit in der Nukleinsaurechemie Qbiichen Schutzgruppen versehenes Fragment einer 
Nukleinsaure 
55 bedeuten, 

haben sich fQr die kombinierte chemische und enzymatische. Synthese von Nukleinsauren hervorragend 
bewahrt Insbesondere enzymatisch Umsetzungen kSnnen hieran vorteilhaft durchgefQhrt werden. 

Das Fragment ein r Nukleinsaure in der Bedeutung von Nukl. kann sowohl ein einzelnes Nukleotid als 
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auch ein Oligomer aus 2- 100 Monomereinheiten oder ein grdfleres Polymer mit mehreren hundert 
Monomereinheiten sein. 

Ais Fragment einer Nukteinsaure in der Definition von Nufd. haben sich fUr enzymatische Umsetzungen 
besonders Oligonukleotide aus 6-30 Nukleotiden bew3hrt Ganz besonders b vorzugt sind solch 

5 Oligonukleotide aus 15 - 25 Nukleotiden. 

Analog dem yon T. Atkinson und M. Smith bel M. J. Gait (Ed.) in "Oligonucleotide synthesis - a 
practical approach IRL Press, Oxford, Washington D.C. (1984), S. 45 - 49 beschriebenen Verfahren kann 
ein solcher ganz besonders bevorzugter Trgger durch Aminopropylierung von controlled pore glass 3000 A 
(CPG 3000, Serva, Heidelberg, Bundesrepublik Deutschland) und Umsetzung mit dem entsprechenden am 

ro 3*Ende durch p-nitrophenylsuccinyl substitulerten eventuell durch in der NukleinsSurechemie Qblichen 
Schutzgruppen versehenen Nukieinsiurefragment hergestellt werden. Es konnen so Beladungsdichten von 
etwa 1 ixmol bis 30 amol NukleinsSure Oder Nukieinsaurefragment pro Gramm polymerem TrSgermateriai 
hergestellt werden. Besonders bevorzugt sind Triger mit einer Beladungsdichte von 5 bis 1 1 umol/g. 

En weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Synthese von Nukteinsaure nach einer 

75 Festphasenmethode, wobei als teste Phase ein unldsiiches, nicht quellbares, poroses Polymeres eingesetzt 
wird, dessen Poren im wesentlichen eine definierte GrdBe zwischen 1400 und 10 000 A besitzen. 
Vorzugsweise haben die Poren eine kontrollierte Grofle zwischen 2000 und 5000 A, insbesondere zwischen 
mehr als 2500 und 5000 A. 

Unter Festphasenmethoden werden hier alle dlejenigen Verfahren zur Synthese von NukJeinsauren 

20 verstanden, die heterogen ablaufen, d. h. wo ein Nukleinslureteii, set es ein Monomer, wie ein eventuell mit 
in der NukleinsSurechemie Qblichen Schutzgruppen versehenes Nukleosid oder Nukieotid, oder ein aus 
mehreren Monomereinheiten bestehendes eventuell ebenfails geschUtztes Nukieinsaurefragment an ein 
unlSsliches Trigermaterial fixiert wird, mittels chemischer und enzymatischer Reaktionen oder mittels 
enzymatischer Reaktionen alleine urn eine oder mehrere Monomereinheiten veriangert und nach AbschluB 

25 der Synthese die ferttge NuWeinsSure gegebenenfalls von der festen Phase abgelSst wird. 

F0r die chemische Synthese von NuWeinsiuren sind das Phosphodiester-, Phosphotriester- und das 
Phosphitverfahren Qblich, wobei sich gerade die belden letzten Methoden und hiervon insbesondere die 
Phosphitmethode fUr die Festphasensynthese von NukieinsSuren als vorteilhaft erwiesen haben. 

WShrend sich mit chemischen Verfahren am bestsn Oligonukleotide aus etwa bis zu 60 Monomerein- 

30 heiten synthetisieren lassen, k5nnen diese mit enzymatischen Methoden zu NukJeinsauren aus mehreren 
hundert Monomereinheiten veriangert werden, wie dies bereits in der Beschreibung des Standes der 
Technik wiedergegeben ist Obiiche Enzyme sind z. B. KInasen, Polymerasen und Ugasen. Auch zur 
Abspaltung der an einer Festphase fertig synthetisierten Nukleinsaure von der TrMgermatrix kSnnen 
Enzyme eingesetzt werden, z. B. Restrlktionsendonukleasen. 

35 Bisher war eine efftziente, eventuell automatisierbare Synthese von Nukleinsauren, die chemische und 
enzymatische Verfahrensschrftte belnhaitet, nur mSgiich, wenn im Falle des Bnsatzes quellbarer Festpha- 
sen die Nachteile mangelnder mechanischer Stabilfrtat, langer Wasch- und Reaktionszeiten sowie eventueh 
ler Nebenreaktionen oder im Falle des Bnsatzes nicht quellbarer Festphasen eventuelie Inhibierungen 
eingesetzter Enzyme und damit unvollstindige Reaktionen in Kauf genommen wurden. Zur Vermeidung 

40 oiniger dieser Nachteile konnten die chemischen Syntheseschrftte auf einem nicht quellbaren TrlgermaberK 
al und die enzymatischen Syntheseschritta auf einem quellbaren Material durchgefQhrt werden. Dies 
bedeutete jedoch, da/3 wShrend der Synthese das TrStgermaterial gewechselt werden mu/tte und vertustrei- 
che Abtrenn- und Ankopplungsreaktionen durchgefQhrt werden muflten. 

Das erfindungsgemfifie Verfahren mit den Schritten: Rxierung eventuell mit Schutzgruppen versehener 

45 NukieinsSurefragmente an ein unlSsliches, nicht quellbares, pordses Polymer, Verlingerung der immoblll- 
sierten NukleinsSurefragmertte durch weitere NukleinsMurefragmente und gegebenenfalls Abspaltung ferti- 
ger Nukleinsauren vom unldsllchen Polymer weist diese Nachteile nicht auf. Es ist in sehr vorteilhafter 
Weise fUr den kombinierten chemischen und enzymatischen NukleinsSureaufbau geeignet Bn Wechsel 
des Trigermaterials bei Kombination chemischer und enzymatischer Syntheseschrftte ist nicht notig, Ganz 

so besonders ist das Verfahren fOr die enzymatische Nukieins£uresynthese geeignet 

ErfindungsgemSfl wird als TrSgermaterial ein im wesentlichen aus Silicium- und Sauerstoffatomen 
bestehendes Polymer bevorzugt das sich durch seine grofle mechanische Stabilftit und durch seine hohe 
permanente PorositSt und gerlnge Quellungsporositat besonders auszeichnet. Dies gilt ganz besonders fUr 
Glas einer definierten PorengrQfl zwischen -1400 und 10000 A. Insbesondere Glas einer kontrollierten 

55 PorengrQ0e von etwa 2000 * 5000 A, vorzugsweis zwischen mehr als 2500 und 5000 A und ganz 
besonders solches einer kontrollierten Porengrftfie von etwa 3000 A zeigt hervorragende Bgenschaften, di 
es als nicht quellbares, pordses Material fdr eventuell .automatisierbare Festphasenverfahren empfehlen. 
Besonders hervorzuheben ist hierbei die Bgnung zur Immobillserung von Nukleinsauren oder Nukleins&ure- 
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fragmenten und die Bgnung solcher festphasengebundener Substanzen als Enzymsubstrate zu wirken. 

Nukleinsaurefragmente kdnnen auf die unterschiedlichste Art und Weise an das Mgermateriai fbdert 
werden. Besonders vorteilhaft ist es Jedoch, wenn die Nukleinsaurefragmente, die gegebenenfaJIs mit 
Schutzgruppen versehen sein kdnnen, kovaient an das unl5sliche, nicht quellbare Polymere gebunden 
werden, vorzugsweise Qber einen Spacer, wobei als Spacer eine Vielzahl von Substanzen in Betracht 
kommen, die von dem Fachmann je nach den zur Frage stehenden Umsetzungsbedingungen gew§hlt 
werden kdnnen. Ganz besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn die NukieinsSurefragmente, die 
gegebenenfaJIs durch eine in der Nukleinsaurechemie Qbiiche Schutzgruppe geschGtzt sein kfinnen, mit 
einem AminopropylsilyKSpacer 

(-Si-(CH 2 )3-NH-) 

an das TrigermateriaJ gebunden werden, z. B. mitteis (C2H 5 0) 3 SI-O-{CH2)3-NH2. Insoweit sind die vorste-. 
hend beschriebenen Trager der aligemeinen Formel I besonders geeignet fOr das erfindungsgema/te 
Verfahren. 

Ene Inhibierung von Enzymen wird hierbei nicht beobachtet .Dies gift insbesondere fQr PolynukleotidW- 
nase, DNA-Poiymerase sowie RNA- und DNA-Ugase und Restriktionsendonukieasen. Das erf indungsgema- 
fle Verfahren eignet sich deshalb ganz besonders fQr enzymkataJysierte Umsetzungen immobilisierter 
NuWeinsauren oder Nukleinsaurefragmente. Beispieie solcher enzymatischen Umsetzungen sind die enzy- 
matische Phosphorylierung von OOgonukleotidfragmenten, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit TV 
Polynukleotid-KInase, 

das Anligieren von DNA-Fragmenten an OKgonuWeotide, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit Hiife von DNA- 
Ligase in Gegenwart elnee Gegenstrangfragments, 

Kettenveriangerung durch einstrlngiges AnknQpfen von DNA-Fragmenten mit 3'-Ribotermlnus an eln 

immobilisiertes Oligonukleotld, wie z. B. Oligodeoxythymidylat, mit Hilfe von RNA-Ligase. 

Replikation eines Immobillslerten RNA-DNA-Hybridstranges durch Klenow-DNA-Polymerase in Gegenwart 

eines universell einsetzbaren Starteroligonukleotids, wie z. B. Oligodeoxyadenylat oder 

Abschnelden eines immobilisierten Oligonukleotid-Doppelstranges durch den Bnsatz von Restriktionsenzy- 

men. 

En weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines unldslichen, nicht quellbaren, pordsen 
Polymeren, dessen Poren im wesentlichen eine definierte Gr6/te zwischen 1400 und 10000 A haben, als 
TrigermateriaJ fQr die Immobilisierung von NuWeinsauren oder Nukleinsaurefragmente, insbesondere dann, 
wenn soiche trSgerfbcierten Verbindungen zur enzymatischen oder chemischen und enzymatischen Umset- 
zung von NukleinsMuren oder NuWelnsaurefragmenten an einer Festphase eingesetzt werden. Soiche 
Polymere eignen sich auch zum Bnsatz fQr Syntheseautomaten zum Aufbau von NuWeinsauren, da sie sich 
durch hohe mechanische Stabiittlt und dauerhafte BelastbarkeK mit wechselnden Reagenzien und LSsungs- 
mrtteln auszeichnen. Ganz besonders geeignet sind die vorgenannten Polymere jedoch als TrMgermaterial 
fQr enzymatische Umsetzungen, da diese daran ungehlndert ablaufen. 

Bevorzugt sind anorganische Polymere, insbesondere soiche, die im wesentlichen aus Silicium- und 
Sauerstoffatomen aufgebaut sind. Vorteithafterweise besitzen soiche Polymere Poren definierter Grdfle 
zwischen 2000 und 5000 A, insbesondere zwischen mehr als 2500 und 5000 A. Ganz besonders vorteilhaft 
hat sich Glas mit einer kontrollierten Porengrofle von etwa 3000 A erwiesen. 

Soiche weitporigen, nicht quellbaren Polymere eignen sich fOr die chemfsche Synthese, weil sie leicht 
auswaschbar sind, so da£ ReagenzienQberschQsse und LSsungsmittel gut entfemt werden kfinnen. AuJer- 
dem ertaubt das erfindungsgema/te Trdgermaterial sehr hohe, nahezu quantitative Ausbeute bei den 
chemischen Kondensationsschritten. 

Als besonders vorteilhaft erweist sich die erfindungsgemMfle Verwendung weitporigen, nicht quellbaren 
Polymers fQr enzymatische Reaktionen zum Aufbau Oder zur Abkopplung von NukleinsMuren vom TrMger- 
material. Enzyme werden durch das Material nicht inhlbiert und akzeptieren die damit immobilisierten 
NuWeinsauren oder Nukleinsaurefragmente als Substrate. 

tm folgenden wird die Erfindung durch Beispi I naher erIMutert Diese sollen jedoch keine Enschrgn- 
kung des Erfindungsgegenstandes bedeuten. 



In den Beisplelen verwendete AbkOrzungen: 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 



6 



EP 0 325 970 A1 



DTT Dhhiothreitoi 

ATP Adenosin-s'-triphosphat 

EDTA Ethylendiamfn-tetraessigsaur 

Cpm Counts pro Minute 
5 HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsaure 

DMSO Dlmethylsulfoxid 

PEG Polyethytenglykol 

TE Tris/EDTA-Puffer 

BSA Rinderserum-Albumin 
70 DMTrdT mit Dlmethoxytritylgruppe in 5'-Position substituiertes Deoxythymidin 

MSNT -(Mesitylensulphonyl)-3-nitro-1 t 2 ( 4-triazol 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

TEA Triethylamin 

T6 

Belsplel 1 



Synthese Immoblllslerter (dT) 20 Ollgonukleotfde 

20 

A) Synthese Immoblllsierten monomeren Deoxythymldlns 



25 a)Trigermaterial Controlled Pore Glass (CPG) (Serva, Heidelberg, Bundesrepublik Deutschland) 



Amlnopropyllerung 

30 Die Aminopropylierung des Tragermaterials erfolgte analog der Uteratursteile Matteucci und Caruthers, 
J. Amer. Chem. Soc 103, 3185 - 3191 (1981). Ansatz: 
5 g CPG 1 400 bzw. CPG 3000 
2,6 ml 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
3 ml Trimethylchlorsilan 

35 

CPG 1400 bzw. CPG 3000 wird durch Umsetzung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan in 50 ml Toluol 
funktionailslert Die Reaktionsmischung wird 12 h bei Raumtemperatur geschQttelt und anschliefiend 18 h 
unter RUckflufl gekocht. Der TrSger wird abgesaugt und dreimal mit Je 20 ml Toluol, dreimal mit je 20 ml 
Methanol und zweimal mit je 20 ml 50 %iger wSssriger Methanol-Ldsung gewaschen. Das CPG wird dann 
40 Ober Nacht in wSssriger Methanol-LSsung geschOttelt Die flUssige Phase wird abgetrennt und das CPG 
zweimal mit ]e 20 ml Methanol gewaschen. Anschlleflend wird es zunMchst an der Luft, anschlieflend im 
Vakuum getrocknet 

Nicht umgesetzte Hydroxy Igruppen des Glases werden durch Reaktion mit Trimethylchlorsilan in 10 ml 
abs. Pyridln blockiert Die Suspension wird Ober Nacht geschOttelt anschlieflend abgesaugt und das Glas 
45 fQnf mal mit je 20 ml Methanol und dreimal mit Je 20 ml Diethylether gewaschen. Nach Lufttrocknung 
erfolgt die vollstSndige Trocknung des aminopropyllerten CPG Im Vakuum. 



5-0-DMTr-3-0-Succinyt-nucleosld 

so 

Analog dem Verfahren von Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) 
werden 

2,5 mmol DMTrdT 

2,0 mmol (200 mg) Bernsteinsaureanhydrid 
55 300 mg 4-N,N-Dimethylaminopyrld!n (DMAP) 
5 ml Pyridln, abs. 

umgesetzt. 5'-O-DMTr-gesch0tztes Deoxythymidin wird in Pyridln aufgeldst, zweimal absolutiert und mit 
DMAP sowi Bernsteinsaureanhydrid vers tzt Der Ansatz wird 12 Stunden bet Raumtemp ratur gerOhrt 
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und dann dtlnnschichtchromatographisch geprGft Bei ausreichendem Umsatzgrad wird das Pyridin entfernt 
und der RQckstand in 30 ml Dichlormethan aufgeidst Di Dichlormethaniosung wird gegen eisgekUhite 10 
%ige wassrige Zitronensaure ausgeschGttelt und die organische Phase anschiieflend zweimal mit je 15 ml 
Wasser gewaschen. Nach Trocknen der Dichlormethanschicht Qber Natriumsutfat wird die Ldsung am 
Rotationsverdampfer konzentriert und in 250 ml Petroiether ausgefSNt Der Ntederschlag wird abgesaugt 
und noch zweimal mit je 20 ml Petroiether nachgewaschen. Die Ausbeute betrMgt 90 % der Theorie. 



Darstellung des p-NItrophenyiesters 

Analog dem Verfahren von Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) 
werden 

1 mmol 3'-Osuccinyliertes Nucleosid (wie vorstehend beschrieben hergesteltt) 
1 mmol (207 mg) Olcyclohexylcarbodiimid (DCC) 
1 mmol (140 mg) 4-Nitrophenol 
3 ml Dioxan, abs. 
0.2 ml Pyridin, abs. 

umgesetzt s'^DimethoxytrrtyW'-O-succinyl-deoxythymidin wird in der pyridinhaltigen Dioxanltfsung ge- 
lost und das OCC zugefOgt Aus der anfangs klaren Ldsung fSlft innerhalb kurzer Zeit Dicyciohexylhamstoff 
aus. Nach zwei Stunden Reaktionsdauer wird die Reaktlonsmfschung dQnnschichtchromatographisch ge- 
pruft Dlcyclohexylhamstoff wird abfiltriert und das Rltrat sofort mit dem vorbereiteten Tragermaterial 
umgesetzt 



Umsetzung der Aktivester mit dem amlnopropyllerten Tr&ger 

Anatop Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) werden 
1 mmol 5 ^DMTr-3'-CK4-nitiX)phenyl)succinyldeoxythymidin 
2,5 g Tragermaterial 
8 ml Dimethytformamfd. wasserfrei 
1 ml Triethytamin, wasserfrei 
1 ml Acetanhydrid 
5 ml Pyridin, wasserfrei 
50 mg 4-N.N-Dimethylaminopyridin (DMAP) 

umgesetzt Aminopropyliertes CPQ wird In Dimethylformamid suspendiert Die Losung des Nitrophenyl- 
Aktivesters des Monomeren wird zugesetzt Triethylamin zugegeben und die Reaktionsmischung vorsichtig 
geschQttelt Nach 12 Stunden Reaktionsdauer wird der Triger abgesaugt und mit Dimethylformamid, 
Methanol und Diethylether gewaschen. Nach dem Trocknen an der Luft wird die Substanz in Vakuum 
aufbewahrt 

Die Maskierung unumgesetzter Aminogruppen erfolgt durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid in 
absolutem Pyridin. Als Katalysator wird DMAP zugesetzt Nach 30 Minuten wird der TrSger abgesaugt mit 
Methanol gewaschen, an der Luft und im Vakuum getrocknet 



b) Tragermaterlallen Cellulose bzw. Sepharose 



Beladung der organlschen Tragermaterlallen mtt 3 -O-succinyllertem Nucleosid 

Analog R. Frank et at, Nucl. Acids Res. 11_. 4365 -4377 (1983) werden 
2 g TragermaieriaJ (Whatman RlterpiMttchen, Nr. 3, Durchmesser 0,9 mm bzw. Sepharose 4B CL in 
Dioxan) 

1 mmol 3 # -0-succinyliertes Deoxythymldln 
2,08 g (7 mmol) MSNT 

02 ml 1-Methylimidazol 
150 ml absolutes Pyridin 
50 ml Pyridin 

50 ml Chloroform 
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50 ml Ether 

20 ml Acetanhydrid 

1 g 4-N.N-DimethylaminopyridIn (DMAP) 
zur Reaktion gebracht 

Das Tragermaterial wird dreimaJ mit jeweils etwa 20 ml absolutem Pyridin versetzt und absolutiert 
Darin wird das 3'-0-succinylierte Nucieosid, MSNT und 1-Methylimidazol zugegeben und der Ansatz 3 
Stunden bet Raumtemperatur geschOttelt Die sich wahrend dieser Zeft schwarz verfarbende ReaktionslS- 
sung wird in elner Schlenk'schen Fritte weitgehend vom TrMger abgesaugt und das Tragermaterial mit 
Pyridin, Chloroform und Ether wieder weifl gewaschen und getrocknet. Zur Blockierung noch unumgesetzter 
Hydroxylgruppen wird der TrSger mit 40 ml einer Mischung aus 80 ml Pyridin. 20 ml Acetanhydrid und 1 g 
DMAP zwei Stunden lang geschUttett Danach wird das Material erneut mit Pyridin, Chloroform und Ether 
gewaschen und getrocknet 

c) Bestlmmung der TrMgerbeladung 

Die Monomer-Beladung des Tnlgers wird durch die spektrophotometrische Quantifizierung der Farbe 
des Dimethoxytrltyl(DMTrHcations bestimmt Eine 1 mg Probe wird entnommen, das DMTr-Kation durch 
Saurebehandlung freigesetzt und die Absorption bei 498 nm bestimmt Die Desoxyribonucleosid-Beladung 
wird nach der Forme! berechnet 

E498(nm) x V (ml) x 14,3 

■ x umol Nucleotid/g Trager 

Einvaage (mg) 

498 s 7 x 1q4 cm2 mmol -1 
Es werden die folgenden Beladungen ermittelt: 



TrSger 


Monomer 


Beladung 
(umol/g) 


CPG 1400 


DMTrdT 


15.8 


CPQ 3000 


DMTrdT 


10,4 


Cellulose 


DMTrdT 


86,2 


Sepharose 


DMTrdT 


91.3 



B) Synthese von CPG-(dT 2 o)» Cellulose-<<fT2o) und Sepharose(dT 2 o) 



a)Synthese von CPG-(dT 2 o) 

Jeweils 20 - 50 mg mit dem unter A) hergesteltten Deoxythymidin (3'-Terminus) beladenen CPG- 
Material werden in eine Stahlslule Oder Kartusche gefQIIt. die durch ein Bnspannsystem befestigt und mit 
einem SAM ^Synthesizer (Rrma Biosearch) verbunden ist. 
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Reag nzien: 


Detritylierung; 


3 % TrichloressigsSure in Dichlormethan 


Kondensation: 


DMTrdTp ra (NR 2) Me) mit R 53 isopropyl 350 mg Tetrazol 




in 10 mi absolutem Acetonitril wasserfreies Acetonitril 


Oxidation: 


500 mg Jod in 125 ml Tetrahydrofuran, 12,5 ml Wasser 




und 1 ml Pyridin 


Capping: 


12.5 mi Acetanhydrid in 12,5 ml TEA, 75 ml Acetonitril 




und 4 ml 1-Methyllmidazol 


Waschschritte: 


wasserfreies Acetonitril 



Die einzeinen Schritte eines Zykius laufen wie foigt ab: 

1. Detritylierung: 

Die 3 %ige TrichIoressigs£ure in Dichlormethan wird zur Abspaitung der Dimethoxytrityl-Gruppe 2-3 
Minuten lang durch das Tragermaterial gepumpt Die rotgefarbten Detritylierungsiosungen werden in einem 
Probensammler aufgefangen und konnen zur Ausbeutebestimmung herangezogen werden. 

2. Waschen: 

SSurespuren werden durch Waschen mit Acetonitril entfemt 

3. Kondensation: Von dem aktiviorbaren Nucleosid (DMTrdTp la (NR2,Me) mit R 3 isopropyl) wird pro 
Kondensattonszyklus 50 mg in einer Konzentration von 50 mg/ml In elnem VorratsgefSfl vorgelegt, aus dem 
wahrend den Kondensationszyklen vermischt mit der Tetrazol-LQsung das Monomere Innerhalb einer 
Minute durch die Saule gepumpt wird. Anschlieflend wird das reaktionsfahige Monomere zur Verbesserung 
der Ausbeute 8 Minuten lang Qber eine Schleife durch die SSuIe umgepumpt 

4. Waschen: 

OberschQssig eingesetzte Reaktanden werden durch mehrere Minuten dauerndes Waschen mit Acetonitril 
ausgespOIt 

5. Oxidation: 

Durch zweimindtiges Durchpumpen der Jodlosung durch die SSuie wird der dreiwertige Phosphor des 
PhosphorigsSuretriesters zum fflnfwertigen Phosphor aufoxidtert 

6. Waschen: 

Das Auswaschen der Oxidationsidsung erfolgt wiederum durch Waschen mit Acetonitril. 

7. Capping (Maskierung unumgesetzter Hydroxylgruppen): 

Die Capping-LSsung wird zwei Minuten lang durch das Tragermaterial gepumpt 

8. Waschen: 

Die Capping-LSsung wird durch Waschen mit Acetonitril aus dem Reaktionsgemisch entfemt 

Der Ablaut eines SynthesezyMus im SAM-Synthesizer erfordert einen Zeitaufwand von etwa 25 
Minuten. 



b) Synthase von Cellulose-(dT 2 o) und Sepharose-(dT) 2 o 

Bei den Cellulose- und Sepharose-Materialien wurden die unter a) genanrrten Waschschritte auf etwa 
die doppefte Zeit verlMngert (von Qblicherweise zwischen 2 und 3 Minuten auf ca. 5 Minuten) Nach der 
Detritylierung war die Bnfuhrung eines zusMtziichen Waschschrittes mit Dichlormethan vor dem Waschen 
mit Acetonitril erforderlich.um alle noch im Tragermaterial beflndlichen Saurespuren volIstSndig entfemen 
zu kdnnen. (2 Minuten Waschen mit Dichlormethan) 



c) Beladungsdlchte 

Die Hersteilung von (dT 2 o>Oligonukieotiden an den verschiedenen TrSgermaterialien im SAM I- 
SynthesegerSt ergab folgende Beladungen: 
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TrSger 


Endbeladung 


CPG1400 


1 1 ,7 umol/g 


CPG 3000 


7,8 umql/g 


CelluIose-F.P. 


25,4 umol/g 


Sepharosa CL 


30,7 umol/g 



Nach Abspaltung der Schutzgruppen (DMTr und Methoxy) verblieb das Oligonucleotid an der fasten 
Phasa und wurde nach Entfemung von Reagenzien und organischen LQsungsmitteln bis zur Verwendung 
fQr enzymatische Umsetzungen getrocknet und Im KUhlschrank aufbewahrt 



d) Schutzgruppenabspaltung 



Abspaltung der DMTr-Schutzgruppe: 

WShrend einer Synthase wird die DMTr-Gruppe mit 2 % Trichloressigsaure in Methyienchlorid wShrend 
2 nriin. bzw. 3 % Dichloressigsaure in Methyienchlorid Innarhaib 3 min abgespalten. Soli das Produkt ohne 
Afflnltatschromatographie aufgereinigt warden, so erfolgt die sofortige Detritylierung des Oligonucleotids 
noch im Syntheseapparat Nach einer affinitStschromatographischen Aufreinigung erfolgt die Abspaltung der 
DMTr-Schutzgruppe vom Oligonucleotid durch eine 30minUttge Behandlung mit 80 %iger EssigsSure. Nach 
erfolgter Lyophilisation wird zweimai Wasser zugegeben und erneut lyophitisiert. Die DMTr-Gruppe wird 
dann mit Ether extrahiert und das Produkt eingedampft 



Abspaltung der Methdxy-Gruppe am Phosphat 

Die Abspaltung der Methoxygruppe erfolgt durch Behandlung des TrMgers mit einer frisch bereiteten 
LQsung aus Thiophenol : TEA : Dioxan = 1:2:2 Qber einen Zeitraum von 45 min. Die flUssige Phase wird 
anschlieflend abgetrennt und der Trager dreimal mit 1 ml Methanol und dreimal mit 1 ml Diethylether 
gewaschen. 

Belsplel 2 

Enzymatlsche 5-Phosphorylierung eines immobllisierten (dT)2o Oligonucleotids 

Zu 100 tig CPG300f>(dT2o) aus Belspiel 1 (ca. 500 pmol - 1 nmol 5'-OH-Enden) wird 1 ul Kinase-Puffer 
(400 mM Trfs-SalzsSurepuffer pH 7,6, 100 mM Magnesiumchlorid, 10 mM DTT, 50 % Glycerin) 1 ul -^p- 
ATP sowie 1 ul einer 100 uM kaiten ATP-L6sung, 1 ul T4-Polynukleotid-Kinase zugefQgt und mit bi 
destllliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 ul aufgefQIIt. Die Reaktionsmlschung wird 15 Minuten 
bei 37 * C inkubiert Zur quantitativen Phosphorylierung der freien s'-Hydroxylgruppen wird anschlieBend 1 
ul 1 mM ATP zugegeben und weitere 15 Minuten bei 37 *0 reagieren gelassen. Die Beendlgung der 
Reaktion erfolgt durch Zugabe von 1 ul 250 mM EDTA-L5 sung/10 ul Reaktionsltfsung 
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Reaktionsansatz: 


StammPsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




CPQ 3000 -^p-ATP 


0,1 uM 


400 mM 


Tris.HCI pH 7,6 


40 mM 


100 mM 


Magnesiumchlorid 


10 mM 


10 mM 


DTT 


ImM 


50% 


Glycerin 


5% 


4u/u! 


T4-PN-Kinase 


400 u/ml 


10 ul 


Gesamtvolumen 





Oer Trager wird anschlieflend zur Entfernung ungebundener Reaktanden und Puffer fUnfmal mit jeweils 
500 ul 0,1 M Dikaliumhydrogenphosphat-LSsung gewaschen. Die Effizfenz der Waschungen wird durch 
Cerenkov-Messung liberprtlfL Die am TrMger verbleibende Restaktlvitatsmenge liegt bel diesem Verfahren 
zwischen 8 x 10 s und 2,4 x 10 s cpm. 

^P zerfallt mit einer HaJbwertszeit von 14 Tagen. Durch die Cerenkov-Messung werden die ZerfSlle pro 
Minute (counts per minute, cpm) ermittelt Dies erfoigt in einem formalen SzintlllationszMhler. Die Radioakti- 
vitatsmenge zwischen 8 x 10 s und 2,4 x 10 6 cpm ISfit einen Schlufl.auf die Mange des eingebauten 
radioaktiven Phosphate im am TrMgermateriaJ Immobilisierten Oligonucleotid zu. Da anschlieflend durch 
Zugabe von "kaitem" ATP vollstMndig phosphoryliert wird, macht die RadioaktivitMtsmenge eine Aussage 
darOber, ob die Kinase-Reaktion Qberhaupt stattgefunden hat, oder sei es durch irgendwelche Kontaminatio- 
nen im TrSger oder durch Salze bzw. 

Unreinheiten des Oligonucleotids inhibiert war. Hdhere Radloaktivrtatsmengen sind gGnstig, da das 
Oligonucleotid Qber einen langeren Zeitraum sichtbar gemacht werden kann. Die Kinasierung des TrSger- 
Oligonucleotids ist Voraussetzung fQr alia Obrigen enzymkataiysierten Umsetzungen. 

Beim Ensatz grQBerer TrSgemnengen (500 ug - 1 mg) wird in einem Gesamtvolumen von 40 ul 
gearbeitet, die anfSngllche ATP-Konzentration liegt bei 100 uM, nach 15 Minuten wird 1 ul einer 10 mM 
ATP-Ldsung zugesetzt Reaktionstemperatur und -dauer bleiben gleich. 



Beispiel 3 



Enzymatische VerknUpfung von Immobilisierten DNA-Fragmenten mit DNA-Llgase 

Das kovalent an CPG 3000 gebundenes, 5'-terminal phosphoryiierte Oligothymidylat aus Beispiel 2 wird 
zunachst in 15 ul Wasser mit Oligoadenylat und elnem weiteren nicht immobilisierten Oligonucleotid, 
welches als 3'*Ende ein Oligothymidylat bestet, durch dreimtnOtiges Aufheizen auf 100 *C und anschlie- 
0endes, langsames AbkQhlen auf Raumtamperatur hybridisiert. 2 ul DNA-Ugase-Puffer (760 mM Tris- 
Salzs§ure-Puffer t pH 7,6, 10 mM Magnesiumchlorid, 1 mM ATP), 1 ul 1 mM ATP und 2 ul DNA-Ligase 
werden zugegeben und das Reaktionsgemisch 6-24 Stunden bei 20 * C inkubiert 



Reaktionsansatz: 


Stammldsung 


Reagenz 


Endkonzentration 


1.5 mM 
10 mM 
760 mM 
6u/ul 


CPG 3000-(dT)2ap 

OligoA 

Oligot 

ATP 

Magnesiumchlorid 
Tris.HCI, pH 7,6 
DNA-Ugase 


150 uM 
1 mM 
76 mM 
600 u/ml 


20 ul 


Gesamtvolumen 



Zur Bestimmung der Ausbeuten wird elne Probe entnommen (2 ul Suspension) durch 30mInUtige 
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Ammoniak-Behandtung vom TrSger abgespalten und lyophiiisiert. Anschlleflende Gelelektrophorese an 
einem 10 - 20 %, denaturierenden Polyacrylamidgei, 0,4 mm, sowie Ausschneiden der Edukt- und 
Produktbanden nach der Anfertlgung des Autoradiogramms und Gelelution mft 0,5 M Ammoniumacetat, 1 
mM EDTA wird durch Cerenkov-Vergleichsmessung der Umsatzgrad ermittett. 

5 

Tabelle 



DNA-Ligase-Reaktionen: 


CPG 


Oligo A 


Oligo T 


Ausbeute an 


3000-(dT)2o-Phosphat 






Ugierungsprodukt 


1 mg 


(dA)2D 1 nmol 


(dT)io 1i1 nmol 


47% 


1 mg 


(dA)i 2 -i3 0,8 nmol 


(dT)io 1.1 nmol 


47% 


500 ug 


p(dA>25 -30 2,3 nmol 


(dT)io 5,5 nmol 


69% 


100 ug 


(dA)2o 1 nmol 


(dCTAGGTio) 1 nmol 


95% 



20 Beisplel 4 



Enzymatlsche VerknUpfung von Immobilislerten DNA-Fragmenten und Desoxyollgonucleotlden mlt 
ribo-Termlnus mlt RNA-Ugase 

25 

Alle Puffer und LBsungen, die eingesetzt werden, werden zunSchst autoklaviert Oder steril fiftrfert. 

Zu 100 ug immobillsiertem s'-terminal phosphorylierten Bcosathymidylat aus Beispie! 2 wird Desoxyo- 
ligonucleotid mit 3-Ribo-Terminus gegeben und lyophiiisiert Anschlieflend werden 15 ul 100 mM ATP- 
Losung, 4 ui 10 mM Spermin, 4 ul 100 mM MagnesiumchloridlSsung und 4 ul 100 mM DTT-Losung 
30 dazugegeben und lyophiiisiert 2 ul 500 mM HEPES und 3 ul DM50 werden zugefUgt, kurz geschuttelt und 
dann mit 10 ul 40 %iger Polyethylenglykoi-Losung sowie mit 5 ul RNA-Ugase aufgefOtit Die Reaktionsmi- 
schung wird 48 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert 



40 



Reaktionsansatz: 


Stammldsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




Tr8ger-(dT)2op Oligonucleotld-rA 




100 uM 


AtP 


75 mM 


10 mM 


Spermin 


2mM 


100 mM 


Magnesiumchlorid 


20 mM 


100 mM 


DTT 


20 mM 


500 mM 


HEPES-Puffer. pH 7,5 


50 mM 


100% 


DMSO 


15 % 


40% 


Poiyethylenglykol (MW 6000) * 


20% 


11 mg/ml 


RNA-Ugase 


28 ug/ul 


20 ul 


Gesamtvolumen 





55 
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DurchgefUhrte Umsetzungen: 


Ansatz 


geldstes 


Menge 


Ausbeute 










1 


d(T 7 A 2 )rA 


1 nmol 


55% 


2 


d(T 7 A2)rA ' 


2 nmol 


70% 


3 


dfT7A 2 )rA 


4 nmol 


63 % 


4 


d(T 7 A 2 )rA 


4 nmol 


66 % 


5 


d(T 7 A 2 )rA 


5 nmol 


82% 


6 


d(GATCCA)rA 


5 nmol 


80% 


7 


d(GATCCA)A 


2 nmol 


66% 


8 


d(N)4 8 rA 


500 pmoi 


30 % 


9 


d(N)4arA 


500 pmof 


40% 


10 


d(N)i 8 rA 


700 pmol 


46% 



Nach arfolgter Umsetzung wird der TrSger dreimal mit jeweils 500 ul TE (10 mM Tris-Salzs§ure-Puffer, 
pH 7.6, 2,5 mM EDTA) gewaschen, eine Probe entnommen, mittels Ammoniakbehandlung vom TrMger 
abgespalten und gelelektrophoretisch an einem 10 -20 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt Analog zum 
Verfahren bei den DNA-Ugasereaktionen aus Beispiei 3 werden die Ausbeuten nach der Gelelution durch 
Cerenkov-Vergleichsmessungen bestimmt. 

Wenn nach der ersten RNA-Ligasereaktion wertere RNA-Ugase-Reaktionen durchgefUhrt werden sollen, 
mufl zunSchst elne quantitative Phosphorylierung der DNA-Termini mit Hydroxylenden erfolgen. Hierflir 
mufl der TrSger zur Errtfemung von Reagenzien aus der RNA-Llgasereaktion phenolisiert werden: 

- Zugabe von 500 ul Phenol, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, Phenolphase abnehmen; 

- Zugabe von 500 ul Phenol: Chloroform = 1:1, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, organische 
Phase abnehmen;. 

- Zugabe von 500 ul fsoamylalkohol: Chloroform = 1:25, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, 
organische Phase abnehmen, kurz evaporieren. 

Durch eine anschliefleride emeute DurchfOhrung der Phosphorylierungsreaktion mit T4-Polynucleotid- 
Kinase liegt die Radioaktivitat des TrSgers wieder auf 1 - 2 x 10 s cpm und die s'-Termini sind 
phosphoryllert Bne weitere, im AnschluiJ durchgefQhrte BnzelstrangverknOpfung mit RNA-Ligase gibt am 
Beispiei der TrSgerprobe 10, wetche als immobilisierte Oligomere die Oligonucleotide (dT)2op und dT 2 o- 
(dN)iaAp enthSIt, foigende Umsetzungen: 



Trager 



gelostes Produkt 
Oligonulcleotid Ausbeute 



CP3-T 2 O rftd C N )48P ^(N)32 rA 



CPG-dfT 2 0rAd(N) 48 rM(N) 32 
19 % 



Nebenprodukt 
Ausbeute 

CEG-dr 2 0^( N )32 
11 % 



Abkurzungen: 



d(N) 48 rA 



5' CGC CAT CAT CAA GAA CGC CTA CAA GAA GGGCGA 
GTG ATA ACT GCA GCA rA 



d(N)3 2 rA « 5 ' GAG CCA GAC GCC CCT GGT GAC GCT GTT CAA AA rA 



BlsplelS 



Repllkatl n eines Immoblllslerten Ollgonucle tids mit Hllfe von DNA-Poiymerase (Klenow-Frag- 
ment) 
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Das univ rsell einsetzbare Starteroligonucleotid (dA)io-is wird in 16 ul bidestilliertem Wasser und 3 ul 
Nicktranslation-Puffer (500 mM Tris-SalzsSure-Puffer, pH 7,2, 100 mM Magnesiumsutfat, 1 m MDTT, 500 
ug/ml BSA) mit dem immobiiisierten Ecosathymidylat aus Beispiel 1 hybridisiert Dazu heizt man 3 
Minuten auf 100 *C auf und laflt dann vorsichtig auf Raumtemperatur abkUhlen. Nach Zugab von 5 ul 10 
s mM Desoxynucleosidtriphosphat (enthSit jeweils 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und 3 ul -^p-dATP 
sowie 3 ul des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase wlrd die Replikation des am Trager immobiiisierten 
Oltgonucleotids eingeleitet 



Reaktionsansatz: 


Stammldsung 


Reagenz 


Endkonzentration 


2uM 
10 mM 
500 mM 
100 mM 
1 mM 
500 ug/ml 


Trager-(dT)2o-Oligo. 
Oligo A-^p-ATP 
dNTP 

Tris.HCI pH 7,2 

Magnesiumsulfat 

DTT 

BSA 


0,2 uM 
1,6 uM 

50 mM 

10 mM 

0,1 mM 
50 ug/ml 


30 ul 


Gesamtvolumen 



DurchgefOhrte Umsetzungen: 

a) 200 pmol (dA)iG werden in Gegenwart von 2 u Klenow-Polymerase nach Hybridisierung an 
CPG3000-dT 2 o-rA(dA2T7) aus Beispiel 4 verlangert. Bestimmung des Erfolgs der Umsetzung durch 
Cerenkov-Vergleichsmessung nach ftinfmaligem Waschen mit jeweils 500 ul TE (TO mM Tris-HCI, 0,2 5MM 
EDTA, pH 8,0): 



cpm Trager vor der Replikation: 


41 


400 


cpm Trager nach der Replikation: 


243 


850 


cpm Tracer nach Denaturierung: 


52 


570 


cpm Oberstand nach Denaturierung: * 


184 


330 



b) Ca. 1 nmol des Oligoadenosin-Produkts aus dem Oberstand nach Denaturierung aus Beispiel 5 a) 
(0,25 O.D.) als Oligonucleotidprimer und 15 u Klenow-Polymerase werden analog Beispiel 5 a) eingesetzt 

Ermittlung des Erfolgs der Replikation durch Gelelektrophorese. Es werden zwei Proben A und B 
aufgetragen. 

Bahn A): Banden nach Ammoniak-Behandiung einer Tragerprobe 
Ergebnis: homofoge Reihe ab ca. 14 mer bis 30 mer 20 mer und-3d mer zeigen stMrkere Bande 

Bahn B) : Banden nach TrSgerdenaturierung (nur Oberstand) Ergebnis: homologe Reihe ab ca, 14 
mer bis 30 mer 



Beispiel 6 



Elnsatz von Restrlktlonsenzymen zum Abschnelden elnes Oligonucleotld-Doppel stranges vom 
Triiger 

Eingesetzt wird CPG3000-dT2o-rA(dA 2 T 7 ) nach erfolgter Klenow-Reaktion aus Beispiel 5 

Der Ansatz wird in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefQhrt Gne ca. 25 ug Tragerprobe (ein 
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Vierte! des Ansatzes aus der DNA-Polymerase-Reaktion) aus Beispiel 5 wird mit 16 ul Wasser versetzt, 2 ul 
Low-salt-restriktionsendonuclease-Puffer (10 mM Tris-SalzsMure-Puffer, pH 7,5, 10 mM Magnesiumchiorid, 1 
m MDTT) und 2 uJ EcoRI zugegeben. Der Ansatz wird 1 Stunde bei 37 * C inkubiert 



Reaktionsansatz: 


StammlSsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




CPQ 3000-(dT)2o-Oligo. 




10 mM 


Tris. CI pH 7,5 


1 mM 


10 mM 


MgCI 2 


1 mM 


1 mM 


DTT 


0.1 mM 


20 ul 


Gesamtvolumen 



Das Ergebnis der Spaltung wird nach Abspaltung der Proben vom TrMger und deren Wnasierung durch 
Gelelektrophorese geprQft, wobel die Probe zunMchst geteilt wird. Tell 1 wird httzedenaturiert, Tell 2 wird 
sofort durch Ammonlakbehandfung abgespalten (enthalt die immobilisierten sowie die durch Hybridislerung 
20 gebundenen Sequenzen). Die abgespaltenen Oligonucleotide warden Gber eine Sephadex Q 50-SMule 
(Pasteur-pipette) mit bidestiliiertem H 2 0, pH 8, als Qutionsmittel entsalzt. Die im Totvolumen eluierten 
Proben werden lyophiiisiert und nach der fUr Oligonucleotide in Losung angegebenen Method© phosphory- 
liert Zur OberprOfung des Ergebnisses der Spaltung wird ein Poiyacrylamidgel eingesetzt 

Man erhMIt Produkte, die alle kOrzer als das eingesetzte 30 mer sind. Es wird kelne Inhibierung des 
25 Restriktionsenzyms beobachtet 



Beispiel 7 

30 Anligieren eines DNA-Fragrtientes mit Hltfe von DNA-Ligase an ein an einen quellfMhigen TrMger 
gebundenes Oligonukieotid 



Reaktionsansatze: 


TrMger/Menge 


Oligo A 


dTio 


Ausbeute 
Ugierungsprodukt 
ges. 


(dT) 3 o 


CPG 3000 500 ug 


p(dA)25-3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


69% 


51 % 


Cellulose Fp 1 mg 


p(dA)25-3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


68% 


43% 


Sepharose CL4B 1 mg 


p(dA>25-3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


65% 


41 % 



Die angegebenen Ausbeuten stnd bezogen auf den Umsatz des radioaktiv markierten Oligonucieotids 
45 am TrSger. 

Alle drei verwendeten TrSgermaterialien waren bei der Kinasierung mit T4-PN-KInase und der DNA- 
Ligasereaktion vergleichbar. Die beiden quelifMhlgen TrMger waren jedoch sehr viel schwieriger von 
eingesetzten Reaktanden (deutDch sichtbar beim Auswaschen des eingesetzten radioaktiv markierten ATP) 
zu befreien. Selbst nach ausfQhrlichen Waschschritten waren bei der Gelelektrophorese noch Anteile nicht 
so kovaient gebundenen radioaktiven Phosphats vorhanden. 

Bei der DNA-Ligasereaktion waren die Ausbeuten bei alien drei Tragem vergleichbar. Aufgrund der 
besseren chemischen Synthese an CPQ 3000 ist jedoch die Ausbeute am gewUnschten Ugationsprodukt 
(dT)3o bei CPQ 3000 eindeutig besser. 

Qellulose BiterplSttch n weisen bei der chemischen Synthese das Problem auf, 6aQ durch Entstehen 
55 neuer Hydroxylgruppen durch die mechanische Beanspruchung des TrMgermateriaJs Sequenzen kQrzerer 
Kettenlinge gebildet werd n. Dies ist beobachtbar durch Zunahme der Tritylfarbe. 

Am problematischsten ist eine chemische Synthese bei Sepharose CL Da der TrMger §u£erst 
quellfahig ist, mOssen Waschschrftte zwischen den Reaktionsschritten Gber einen bedeutend IMngeren 
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Zeitraum durchgefUhrt werden. Die Automatisierung der Synth se ist nur sehr schwi rig durchfGhrban 
AuBerdem ist wie bet Cellulose ein Zunahme d r Tritylfarbe beobachtbar, so daB auch hier eina homolog 
Produktreihe, wenngleich mit deutlich starker auftretendem Endprodukt errtsteht 

5 

AnsprUche 

1. Trager zur enzymatischen Oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von NukleinsMuren Oder 
NukleinsMurefragmenten an einer festen Phase bestehend aus einem unlfislichen, nicht quellbaren, porosen 

ro Polymeren an das eln Oder mehrere eventuell mrt in der NuWeinsMurechemie Qblichen Schutzgruppen 
versehene NukleinsMuren Oder NukleinsMurefragmente fbdert sind, dadurch gekennzeichnet, daB die Poren 
des Polymeren im wesentfichen eine definierte Grofle zwischen 1400 und 10000 A besftzen. 

2. Trager gemMB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad das Polymer im wesentlichen aus Siiicium- 
und Sauerstoffatomen aufgebaut Ist. 

75 3. Trager gemMB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. da/3 das Polymer ein Glas mit einer definierten 
PorengrSBe zwischen mehr aJs 2500 und 5000 A ist 

4. TrMger gemMB einem der AnsprQche 1 - 3, dadurch gekennzeichnet daB eventuell mit Schutzgrup- 
pen versehene NukleinsMurefragmente kovaient an das Polymere fixiert sind. 

5. Trager gemMB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB eventuell mit Schutzgruppen versehene 
20 NukleinsMurefragmente Qber Aminopropylsilyl-Spacer 

(-Si-(CH 2 ) 3 -NH-) 



an das Polymer fixiert sind. 

6. Verfahren zur enzymatischen odor chemischen und enzymatischen Festphasensynthese von Nuklein- 
sauren, wobei eventuell mit Schutzgruppen versehene NukleinsMurefragmente an ein unl&sliches, nicht 
queilbares, poroses Polymer fixiert, die Immobillsierten NukleinsMurefragmente durch weitere NukleinsMure- 
fragmente vergrtJBert und fertige NukleinsMuren abschlieBend gegebenenfaJIs vom unl5sfichen Polymer 
abgelflst warden, dadurch gekennzeichnet daB als Polymer ein solches eingesetzt wird, dessen Poren im 
wesentlichen eine definierte GrSBe zwischen 1400 und 10000 A besitzen. 

7. Verfahren gemMB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB das Polymer Qtas einer definierten 
PorengrdBe zwischen mehr aJs 2500 und 5000 A ist 

8. Verwendung eines unlfislichen, nicht quellbaren, porosen Polymeren, dessen Poren im wesentlichen 
eine definierte GrdBe zwischen 1400 und 10000 A besitzen, als TrMgermaterial fOr die enzymatische Oder 
chemische und enzymatische Umsetzung von NukleinsMuren oder NuklefnsMurefragmenten an fester Phase. 

9. Verwendung eines im wesentlichen aus Slllcium- und Sauerstoffatomen aufgebauten, unlfislichen, 
nicht quellbaren, porQsen Polymeren, dessen Poren im wesentlichen eine definierte GrdBe zwischen mehr 
als 2500 und 5000 A besitzen, gemMB Anspruch 8. 

10. Verwendung von Glas einer kontrollierten PorengroBe von etwa 3000 A gemMB Anspruch 8. 
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